异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）后嵌合状态的检测对于监测移植过程，评估免疫抑制剂的使用及供者淋巴细胞回输等具有重要的临床价值[@b1]。现阶段针对allo-HSCT后嵌合状态的检测主要采用多重PCR扩增短串联重复序列（STR）结合毛细管电泳的方法，其敏感度只能达到3%\~5%[@b2]。

单核苷酸多态性（SNP）可用于嵌合体检测，但由于其是二等位基因遗传标志，作用有限[@b3]--[@b5]。本课题组根据一段DNA区域（\<200 bp）内可存在多个SNP标志的组合，而不同的SNP标志的等位基因型组合可区分不同个体DNA的原理，定义多核苷酸多态性（MNP）。本研究利用MNP高通量测序技术（MNPseq）进行allo-HSCT后嵌合状态分析的应用研究，并与STR等方法进行对比分析。

对象与方法 {#s1}
==========

1．标本选择：收集2018年1月至2018年10月期间于河南省肿瘤医院血液科24例进行allo-HSCT患者的移植前供、患者以及移植后患者外周血或骨髓标本共106份。移植后同期进行融合基因定量检测（包括BCR-ABL 210、BCR-ABL 190、AML1-ETO融合基因）和流式细胞术微小残留病检测。

根据患者移植后STR法检测结果进行分组，其中完全嵌合组（供者嵌合率100%）42份，混合嵌合组（供者嵌合率95%\~\<100%）35份，部分嵌合组（供者嵌合率\<95%）29份。

另外，选取2名健康志愿者，分别留取其外周血样本进行单个核细胞分离、计数，并根据细胞数按1∶2进行稀释，制备不同比例的混合样本（50%、25%、12.5%、6.25%、3.12%、1.00%、0.50%、0.10%、0.01%）。

2．核酸提取：基因组DNA采用天根血液基因组DNA提取试剂盒提取，总RNA采用TRIzol---酚---氯仿法提取[@b6]。提取的核酸经微量分光光度计NanoDrop 2000定量，用于后续检测。

3．融合基因及流式细胞术检测微小残留病：融合基因定量检测采用苏州云泰相关试剂（BCR-ABL 210、BCR-ABL 190和AML1-ETO融合基因定量检测试剂盒）[@b7]，根据疾病类型及移植前相关表型进行流式细胞术微小残留病检测。

4．STR法：采用ABI公司的Amp FLSTR Identifiler Kit。共检测15个STR位点和1个性别位点：D8S1179、D21S11、D7S820、CSF1PO、D3S1358、TH01、D13S317、D16S539、D2S1338、D19S433、vWA、TPOX、D18S51、性别位点、D5S818、FGA。根据供者/患者的基因型差异，选择差异位点的嵌合率平均值作为总嵌合率[@b8]。

5．MNPseq法：根据dbSNP数据库，利用Ion AmpliSeq技术，基于Ion Torrent PGM高通量测序平台检测100个MNP片段（长度约200 bp），其中包含646个SNP位点、4\~8个SNP位点/扩增子，96.8%的SNP位点扩增深度超过2 000×。根据供者和移植前MNP多态性信息，进行移植后标本数据来源的筛选，根据筛选后检出频率的中位数计算嵌合率。

6．统计学处理：数据用均数±标准差描述，相关性比较采用直线回归分析，两样本定量资料的比较采用*t*检验，多样本定量资料的比较采用方差分析，不同组间分类资料的比较采用*χ*^2^检验，Cutoff值采用ROC曲线分析，*P*\<0.05为差异具有统计学意义，采用SPSS 20.0软件进行统数据分析。

结果 {#s2}
====

1．MNPseq法的准确性和敏感性：分别采用MNPseq法和STR法检测倍比稀释后不同混合比例样本的嵌合状态（[表1](#t01){ref-type="table"}），对比分析两种方法的准确性和敏感性。结果显示，MNPseq与STR法的检测值均与理论值呈直线相关，但MNPseq法、STR法与理论值的相关性分别为0.999、0.997（*z*=1.097, *P*=0.273）。敏感性方面，MNPseq可检测理论值为0.01%的混合样本，而STR法仅可检测理论值为1%的样本，MNPseq敏感性较STR法高约100倍。

###### 模拟嵌合样本中MNPseq和STR法的检测结果（%，*x*±*s*）

  理论值（%）      检测值                              
  ------------- ------------ ------------ ------------ ------------
  50.00          50.56±0.87   47.19±0.76   43.57±0.65   44.3±1.12
  25.00          25.56±0.64   25.65±0.71   24.92±0.59   23.8±0.83
  12.50          11.38±0.35   11.46±0.32   12.08±0.42   11.91±0.19
  6.25           5.64±0.49    5.64±0.49    7.02±0.51     7.4±0.21
  1.00           0.98±0.12    0.98±0.12    1.69±0.25     0.5±0.15
  0.50           0.51±0.08    0.51±0.08       ---          ---
  0.10           0.12±0.07    0.12±0.07       ---          ---
  0.01           0.04±0.01    0.04±0.01       ---          ---

注：MNPseq：根据完整的供者和患者移植前MNP多态性信息计算出的嵌合率；MNPseq-受：仅根据患者移植前MNP多态性信息计算的嵌合率；MNPseq-无：仅根据移植后样本MNP多态性信息计算的嵌合率；STR：根据STR法计算的嵌合率；---：未检出

2．MNPseq、STR法、融合基因和流式细胞术检测微小残留病的结果：利用MNPseq检测完全嵌合组的42份标本，仍有40份可检测出患者的DNA，与STR法结果差异有统计学意义（*P*\<0.001）。而在40份MNPseq阳性的样本中，仅有19份标本融合基因检测阳性，二者之间差异有统计学意义（*P*\<0.001）。利用流式细胞术检测这部分样本的微小残留病，结果显示仅有3份样本阳性，与STR法结果无显著差异（[表2](#t02){ref-type="table"}）。在混合嵌合组和部分嵌合组的64份样本中，MNPseq检测结果也均为阳性，二者无差异。但其中分别有4份和1份样本相关融合基因检测为阴性，混合嵌合组中各检测方法间差异有统计学意义（*χ*^2^=6.083，*P*=0.048）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。因为MNPseq检测的是个体遗传标志，没有疾病特异性，所以为校正MNPseq结果，以融合基因结果作为微小残留病的判定标准，采用ROC曲线分析MNPseq的敏感性和特异性，以约登指数的最大值所对应的检测值98.54%为Cutoff值（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。经Cutoff值校正后，在完全嵌合组中，有10份样本MNPseq结果阳性，与STR法比较差异有统计学意义（*χ*^2^=11.351，*P*=0.001），而与融合基因检测结果比较差异无统计学意义。在混合嵌合组和部分嵌合组中，分别有4份和1份样本MNPseq结果阴性，与STR法比较差异无统计学意义（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 不同分组中MNPseq、融合基因和流式细胞术检测微小残留病的结果（例）

  组别                      MNPseq   MNPseq-受   MNPseq-无   RT-PCR   FCM
  ------------------------ -------- ----------- ----------- -------- -----
  STR＝100%（42例）                                                  
   阳性                       40        40           5         19      3
   阴性                       2          2          37         23     39
   校正后阳性                 10        10           5         19      3
   校正后阴性                 32        32          37         23     39
  STR95%～\<100%（35例）                                             
   阳性                       35        35          31         31     32
   阴性                       0          0           4         4       3
   校正后阳性                 31        31          31         31     32
   校正后阴性                 4          4           4         4       3
  STR\<95%（29例）                                                   
   阳性                       29        29          28         28     27
   阴性                       0          0           1         1       2
   校正后阳性                 28        28          28         28     27
   校正后阴性                 1          1           1         1       2

注：阳性：检出患者遗传或疾病标志；阴性：未检出患者遗传或疾病标志；MNPseq：根据完整的供者和患者移植前MNP多态性信息计算出的嵌合率；MNPseq-受：仅根据患者移植前MNP多态性信息计算的嵌合率；MNPseq-无：仅根据移植后样本MNP多态性信息计算的嵌合率；RT-PCR：采用RT-PCR法检测患者融合基因的定量结果；FCM：采用流式细胞术检测患者微小残留病的结果；校正：用98.54%的Cutoff值校正后的MNPseq结果

![MNPseq结果的ROC曲线分析](cjh-40-08-662-g001){#figure1}

3．MNPseq在缺乏供患者移植前信息时检测嵌合体的可行性：在不同比例的混合样本中，根据是否缺乏供者和（或）患者移植前MNP信息所得到的检测结果提示，当具有完整供者和患者移植前信息时，MNPseq的检测结果优于仅有患者移植前信息和无移植前信息的检测结果（*R*^2^~MNPseq~=0.999，*R*^2^~MNPseq-受~=0.998，*R*^2^~MNPseq-无~=0.995），但差异无统计学意义（*z*=1.526，*P*=0.127）。在敏感性方面，具有完整移植前信息和仅有患者信息的MNPseq检测结果均可以达到0.01%，但无患者移植前信息的MNPseq，仅能检测到理论值为1%的样本，与STR法相近（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

在完全嵌合组的临床样本中，具有完整移植前信息的和仅有患者移植前信息的MNPseq检测结果，校正前后均相同，而校正后结果与缺乏移植前信息的MNPseq检测结果无显著差异。而校正后缺乏移植前信息的MNPseq结果与STR法结果具有显著差异（*χ*^2^=5.316，*P*=0.021）。在混合嵌合组和部分嵌合组中，是否缺乏移植前信息不影响校正后MNPseq的检测结果（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

讨论 {#s3}
====

allo-HSCT后嵌合状态的检测对于移植过程的临床评估和治疗干预具有重要的指导价值。而嵌合体的检测手段也不断进步，从早期的采用免疫生化分析方法检测红细胞血型系统、白细胞抗原系统，到细胞遗传学方法检测性染色体，以及现在临床上广泛采用的STR法，实验室一直在寻找一种更加准确和敏感的检测方法[@b9]。

移植后嵌合体检测需要一种准确、敏感的检测方法。STR法是目前嵌合体检测的主要手段，由于STR是重复序列，在PCR扩增过程中会由于复制滑脱伴随出现影子峰，造成假阳性，其敏感性也只能达到3%\~5%[@b10]。而SNP不存在影子峰现象，但由于是二等位基因遗传标志，在其低比例混合状态下，检测结果无法区分是因低比例样本造成的还是因实验误差引起的[@b3]。MNP是多个SNP的多态性组合，是多等位基因遗传标志，包含更加丰富的遗传信息，兼具STR和SNP的优势，不存在影子峰干扰，比STR灵敏度更高，可辨别单个SNP异常的真伪，更适于嵌合体的检测。

本研究采用混合样本和临床样本对比分析MNPseq检测嵌合体的可行性。在混合样本分析中，结果提示MNPseq的准确性和敏感性均高于STR法，能有效弥补STR法敏感性不足的缺点。在完全嵌合组的临床样本中，MNPseq可检测到有40份标本中的患者DNA，提示其高敏感性。但其中融合基因提示仅有19份标本阳性，二者差异的原因可能是由于MNPseq检测的是个体遗传标志，而融合基因是疾病特征性分子标志。另外，检测方法的高敏感性可能是另外一个原因，Bach等[@b11]研究发现，利用RT-PCR法可检测到很多低比例的嵌合体，这些可能是由于高敏感的方法检测到标本取样时混入的体细胞所引起的。因此，为了加强与疾病本身的联系，本研究通过Cutoff值校正MNPseq的检测结果，校正后结果提示MNPseq仍可进一步区分经STR法检测的完全嵌合状态。而其与融合基因比较无显著差异，提示校正后的结果更能反应移植后的疾病进展。但我们也发现，融合基因阳性中的9份样本，MNPseq经校正后显示阴性，其原因可能是由于在计算Cutoff值时的取样量较少。因此，我们需要进一步扩大样本量，计算与疾病关联的Cutoff值。在混合嵌合组和部分嵌合组中，各检测方法无显著差异，提示MNPseq的优势在于可以更早、更准地检测低比例嵌合状态。本研究也发现，在两组样本中分别有4份和1份样本，STR法的结果与其余检测结果不同，提示可能是STR法分析过程中影子峰所造成的假阳性，而相同的标本中MNPseq检测没有此类干扰。以上结果提示，MNPseq较STR法更加准确和敏感，是一种可靠的嵌合体检测手段。

STR法检测嵌合体必须有完整的移植前信息[@b12]。MNPseq基于高通量测序技术，不仅可检测大量的SNP位点，分析其多态性，还能检出位点的频率，这为从混合样本中直接区分不同来源的DNA提供了可行性，也为缺乏移植前信息的嵌合体检测带来了可能。我们进行MNP分析时，选择性的忽略移植前信息，结果提示，具有完整移植前信息的和仅有患者移植前信息的MNPseq结果，准确性和敏感性均非常相近。而无移植前信息MNPseq结果优于STR法，其原因可能主要是由于没有影子峰的干扰。以上结果提示，MNPseq检测可以作为缺乏移植前信息嵌合体检测的方法。

通常认为移植后嵌合体检测没有微小残留病检测对于预测疾病复发的临床价值大[@b10]，主要因为现有嵌合体检测的灵敏度不高，及嵌合体所检测的个体遗传信息缺少疾病的特异性。但是嵌合体检测对于移植患者的应用范围更广，因为患者可能没有微小残留病标记或者移植后再复发时微小残留病标志消失[@b13]--[@b14]。因此，基于高通量测序的MNPseq技术以其更加准确和敏感的优势，不仅可以作为一种新的嵌合体检测方法，也可以通过Cutoff值校正加强与疾病特异性的关联，并且解决了因缺乏移植前信息无法检测嵌合体的问题，具有极高的临床应用价值。
